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A METHOD OF SEQUENCE ANALYSIS OF NUCLEIC ACIDS 

Deoxyribonucleic acid (DNA) is a double-strand 
molecule having two complementary chains made up of the 
5 four nucleotide bases adenine, cytosine, guanine and 
thymine. The two strands of the DNA are joined together 
by hydrogen bonds, wherein particular base pairs, namely 
adenine-thymine and cytosine-guanine come together. The 
RNA, which is related to DNA, contains ribose instead of 
10 deoxyribose and uracil instead of thymine groups. The 
specific DNA-bonding forming two complementary chains 
leads to the genetic DNA code, which represents the 
genetic information in all living cells, in particular the 
chromosomes. Known sequences of DNA or RNA may be used in 
15 biotechnology for preparing the sequences of unknown 
genetic material or for diagnostic purposes for 
identifying genetic material composed of viruses and 
bacteria. Usual methods for determining DNA- or RNA- 
hybridization are based upon the bonding of radioactivity 
20 or enzymatically labelled DNA- or RNA-sequences to 
complementary, single-stranded DNA or RNA and subsequent 
detection of the labelling. In most cases cellulose or 
other polysaccharides are used as solid phases for 
immobilizing DNA and act as receptors for the labelled DNA 
25 probe. 

Herein it is know (E.M. Southern, J. Mol.Biol., 98, 
503, 1975), for example to separate fragments of DNA, for 
example, by electrophoresis in agarose gel and to 
denaturize the separated fragments to single strands which 

30 are transferred by diffusion to nitrocellulose portions. 
The separated sequences are then identified by incubation 
of radioactively labelled complementary sequences, which 
are bound to their targets. The radioactive isotope is 
then localized by activating a photographic emulsion. 

35 Furthermore, it is know (B.E. Noyes and G.R. Stark, Cell., 
5, 301, 1975) to bind the denaturized DNA or RNA 




covalently to cellulose by means of a diazobenzyl group 
for the same purpose. 

Sequences of DNA from infectious microorganisms can 
be used as probes for determining any complementary DNA 
which may be present in samples of serum, marrow, faecal 
substances or the like for diagnostic purposes. Up to the 
present, radioactively or enzymatically labelled probes 
having known nucleic acid sequences are used for this 
purpose. 

In EP-A-70 687 has been described a method for 
sequence analysis of DNA according to the preamble of 
claim 1 in which a nucleic acid strand of a sample is 
immobilized on a support. Complementary nucleic acid 
strands with known sequence are brought into contact with 
said nucleic acid strand, complementary sequences 
combining by hybridization. After separating the segments 
not bonded, the labeling substances are activated so that 
the light produced in the process is optically observed 
and used to detect the hybridization. The nucleic acid 
sequences on the support are here immobilized, for 
instance, by means of activated glass surfaces, 
polyacrylamide, agarose, cellulose, etc., said 
immobilization entirely resulting by absorption forces. 

In the European application EP-A-92 688 has been 
described a method and a support for detecting a 
biochemical substance in an immunological process. An 
antigen is immobilized on a support of glass, silicon or 
plastic which has a reflecting surface consisting of a 
double layer of silicon oxide and silicon dioxide and is 
brought into contact with a liquid sample which contains 
the corresponding antibody. In the bonding of the 
antibody on the immobilized antigen an organic layer 
originates on the support surface. The increase in 
thickness of said layer is determined from interference 
changes in the reflection of light on the reflecting 
surface. An application of said method to a sequence 
analysis does not result from said publication. 



It is the object of the present invention, with 
respect to the foregoing, to provide a method for sequence 
analysis of nucleic acids, as well as a detection support 
usable therein. 

This object is achieved by means of the 
characterizing features of the claims 1, 7 and 11, wherein 
further developments of the present invention are 
characterized in the dependent claims, 

A method for detecting specific proteins with the aid 
of an antibody bound to a support is known from DE-OS 2 3 
30 702 • Contrary to this, however, the present invention 
is concerned with immobilizing a nucleic acid being 
examined during analysis on a solid support, to which a 
nucleic acid having a known sequence is chemically bound, 
and measuring the increase of thickness of the organic 
layer. 

For this, denaturized single-strand DNA or RNA is 
covalently bound on a light-reflecting surface of the 
support, and the support, as a detection medium, is 
brought into contact with the sample to be examined, which 
contains the denaturized nucleic acid, the sequence of 
which is to analysed. Complementary denaturized nucleic 
acid in the sample is bound to the single strand nucleic 
acid of a particular sequence, which is present on the 
support, whereby the increase of thickness of the organic 
layer, which is formed thereby and which particularly 
changes the reflection properties of the reflecting 
support surface, becomes detectable by optical 
measurement. This detection can be made by determining 
the changes of the polarization of light after reflection 
at the support surface or changes of the interference 
colours. For monitoring the polarization behaviour, the 
ellipsometric method described in the European Patent 
Specification 19 088 or in the US Patent Specification 4 
33 2 476, and the ellipsometric apparatus, also described 
therein, for investigating the physical properties of the 
surface of a sample may preferably be used. For detecting 



the change, caused by the grown organic layer, of the 
interference colour of the light reflected at the support 
surface, a support body is suitable, having present on the 
reflecting surface thereof a double layer, namely a 
reflection-antiref lection layer, on which the nucleic acid 
strand of known seguence is immobilized • A particularly 
suitable support body of this kind is as described in DE- 
OS 32 15 484. 

A suitable support body, which is contacted, as a 
detection medium, with the sample to be examined during 
the analysis to be carried out, preferably has a silicon 
or aluminum surface, onto which a silicon hydride having 
a functional group is applied as a layer. The nucleic 
acid strand having the known or determined sequence is 
then immobilized by chemical bonding, in particular 
covalent bonding, on this silicon hydride layer. It is of 
advantage to apply also an intermediate layer consisting 
of a polysaccharide, in particular dextrane, to immobilize 
the nucleic acid. 

The present invention provides the advantage that the 
nucleic acid probes, which contain the nucleic acid of 
known properties, in particular sequence, need no longer 
be labelled for the subsequent detection. Thus, with the 
present invention, known samples can be examined using 
unlabelled probes. The support body needed for this may 
be produced simply and is of simple structure. The 
detection reaction may be performed in simple manner in a 
comparison ellipsometer , as described for example in the 
European Patent 19 088 or in the US Patent Specification 
4 332 476. In this apparatus, complementary sequence, 
which have formed on the nuclein strand located on the 
support, can be made visible and thus detected and 
determined. For this, the support is inserted as a sample 
in the known ellipsometric apparatus. Contrary to the 
case of previously known methods, apparatus of relatively 
unelaborate construction is needed with the present 
invention. 
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The reflecting support surface preferably consist of 
silicon dioxide or aluminum oxide. Onto this is applied 
a layer of a silicon hydride having, a functional end 
group. Especially suitable for this is an amino (NHj-) or 
an epoxy (CH2°-CH-) group. The bonding of the silicon 
hydride layer to the reflecting surface occurs 
spontaneously at silanol groups or aluminum hydroxyl 
groups. The denaturized nucleic acid (DNA or RNA) having 
a particular, known bonding seguence is bonded chemically, 
in particular covalently, to the silicon hydride layer 
through a diazobenzyl group directly or through an 
intermediate layer consisting of a polysaccharide, for 
example dextrane. 

Before analysis the sample is denaturized, for 
15 example in 0.5 M sodium hydroxide or the like, and 
subsequently neutralized, and then a hybridization buffer 
is added, the composition of which renders possible a slow 
bonding of the complementary nucleic acid strand, in 
particular the DNA or RNA strands. This buffer may 
20 consist, for example, of 50% formamide, 0.05 M sodium 
citrate, 0.1% dodecyl surf ate, imM EDTA (ethylenediamine 
tetraacetic acid) or the sodium salt thereof, 0.02% 
albumin and 2% dextrane sulfate. The bonding of the 
complementary nucleic acid of the sample to the nuclein 

2 5 strand immobilized covalently on the support leads to a 

growth of the thickness of the organic layer formed 
thereby on the surface of the support. After rinsing with 
a common salt solution and water and subsequent drying, 
the thickness of the grown organic layer may be determined 

3 0 or measured, as already mentioned, by means of comparative 

ellipsometry (US-Patent Specification 4 332 476 or 
European Patent 19 088) or by measurement of the change of 
the interference colours of double layers consisting of 
silicon oxides on reflecting support bodies, as described 
35 for example in DE-OS 32 15 484. 

There follows a detailed description of working 
examples of the production of a support, which is used as 
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a detection medium in the sequence analysis of nucleic 
acids. These supports have a light-reflecting support 
surface, on which a coating of denaturized DNA or RNA is 
covalently bonded. 
Example i 

A silicon platelet or glass platelet or wafer, onto 
which silicon or aluminum has been coated, for example by 
vapour deposition, is arranged in an exsiccator provided 
with an inlet tap and an outlet tap. The pressure within 
the exsiccator is reduced to about lo nm Hg and the 
temperature is kept at 80°C. A flask containing epoxy 
silicon hydride is connected to the inlet of the 
exsiccator and the inlet tap of the exsiccator is opened. 
The silicon hydride is thereby applied by distillation to 
the surface of the silicon or glass body which has been 
coated with silicon or aluminum, whereby an epoxy- 
activated surface is formed within about two hours. The 
coated bodies are then immersed in a solution of 12% 2- 
amino-thiophenol in acetone and stored for a long time, 
2 0 i.e. about ten hours, in an incubator. The coated bodies 
are then washed and stored in water until used. The 
coated bodies are then immersed in IM hydrochloric acid 
containing 250 ug/ml sodium nitrite for one hour at 4°C, 
washed and stored in a humidity chamber. Isolated pure 
DNA is dissolved in 2 5 mM phosphate buffer and heated to 
90°C, a volume of dimethyl sulfoxide corresponding to the 
fourfold volume of the existing solution is added, and the 
solution is applied dropwise for a period of about ten 
hours to the surface of the stratified body and incubated. 
The platelet-shaped stratified bodies are then washed 
again and posttreated by incubation in a solution of 
albumin (lo ug/ml), to deactivate the surface to 
unspecific adsorption. 
Example 2 

The support platelets are treated with epoxy silicon 
hydride or amino silicon hydride as in Example 1. Then 
dextrane is bonded to the epoxy or amino activated surface 
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by incubation in a 20% solution of dextrane in water. 
This results in a coating of dextrane of 20 to 40 A 
thickness on the surface. Alternatively, dextrane can be 
grown on the surface coated with amino silicon hydride 
5 during about ten hours by incubation with 0.01% sodium 
periodate at pH 8.0, which has been desalinated in a 
Sephadex G 25 column. The bound dextrane is then 
stabilized by incubation with a 0.1% sodium borohydride 
solution in 0.1 M acetate buffer at Ph 5.0. The 0. 1 M 
10 sodium hydroxide (lo mil) and 1 . 4-butanediol 
diglycidylether (1 ml) are coated onto the plate-shaped 
support body during a period of about ten hours, and 
subsequently 12% 2-amino-thiophenol in acetone is added to 
the support platelets, also during a period of about ten 
L5 hours. The support platelets are then stored in water. 
Isolated and pure DNA or RNA is then applied to the 
support platelets following a nitrite treatment as in 
Example 1. 

Example 3 

The support platelets are then treated for incubation 
with a solution of 0,2 g sodium acetate in water (10 ml), 
which also contains i g l-{(in- 
nitrobenzyloxy) methyl) pyridinium chloride, subsequently 
dried in an oven at 70°C and then at 140°C for the duration 
2 5 of about one hour. The support platelets are then 
incubated in a 2 0% solution of sodium dithionite and 
washed with water. Furthermore, the support platelet are 
then immersed for about one hour at 4°C in l M hydrochloric 
acid containing 250 ug/ml sodium nitrite, washed and 
stored in a moistening chamber. Finally, isolated pure 
DNA or RNA is dissolved and applied to the above-treated 
support platelets by incubation, as described in Example 



20 



30 



35 



Examples of embodiment of supports usable in the 
sequence analysis of nucleic acid are described hereunder 
with the aid of the accompanying Figures. 
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The Figures 1 to 3 are schematic representations of 
examples of embodiments of support in the form of 
platelets, wherein only the order of arrangement of the 
individual layers on the base body is illustrated, without 
5 the shown relationships of the layer thicknesses 
corresponding to the scale applying in practice. 

In Figure 1 a silicon dioxide layer 2, which may also 
be an aluminum oxide layer, acting as a reflecting surface 
is located on a support base body 1, consisting of silicon 

10 or glass, for example. On this layer there is a layer 3 
of silicon hydride having functional epoxy or amino 
groups. On top of this is the layer 4, in which the 
single strand nucleic acid, for example DNA, is p»resent, 
being immobilized or fixed on the support. 

15 The example of embodiment of the support shown in 

Figure 2 corresponds substantially to that of Figure 1 and 
differs therefrom only in that a polysaccharide layer 5, 
in particular of dextrane, is arranged between the silicon 
hydride layer 3 and the layer 4 having the fixed 

2 0 denaturized single strand nucleic acid. 

In the example of embodiment shown in Figure 3 the 
reflecting surface is formed to be double-layered, wherein 
the first layer 2' lying on the base body 1 consists of 
silicon monixide, and the second layer 2 consists of 

2 5 silicon dioxide. The function of this double layer is 
described in detail in DE-OS 32 15 484. 



1. A method of sequence analysis of nucleic acid, 
in particular deoxyribonucleic acid (DNA) or ribonucleic 
acid (RNA) , wherein a liquid sample to be examined, which 
includes denaturized nucleic acid, is contacted with the 
light reflecting surface of a support, to which a nucleic 
acid strand having a particular sequence is chemically 
bound and wherein the hybridization of complementary 
sequences of the denaturized nucleic acid present in the 
sample and the nucleic acid strand present at the support 
surface is determined optically, characterized in that the 
nucleic acid strand having the particular sequence is 
bound to the support (1) by covalent bonding, and that the 
increase of thickness of the organic layer formed by the 
hybridization on the support surface is determined 
optically. 

2. A method according to claim 1, characterized in 
that the increase of thickness is determined from the 
change of the reflection properties of the reflecting 
support surface. 

3. A method according to claim. 1, characterized in 
that the increase of thickness is determined by 
ellipsometric measurement, 

4. A method according to claim 2, characterized in 
that the increase of thickness is determined by 
interference measurement, 

5. A method according to claim 3, characterized in 
that the increase of thickness is determined by 
comparative ellipsometric measurement. 

6. A method according to claim 4, characterized in 
that the increase of thickness is determined from changes 
of interference during the reflection of light at a 
reflecting surface having a double layer consisting of 
silicon oxide and silicon dioxide, 

7. A support for use in performing the method of 
sequence analysis of nucleic acid, particular 
desoxyribonucleic acid (DNA) or ribonucleic acid (RNA) 
according to one of the preceding claims, wherein a 
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nucleic acid strand having a particular sequence is 
chemically bound to the surface of the support and is 
contacted with a liquid sample to be examined, which 
includes denaturized nucleic acid, whereby complementary 
5 sequences of the denaturized nucleic acid present in the 
sample unite by hybridization with the nucleic acid strand 
present at the support surface, characterized in that the 
nucleic acid strand having the particular sequence adheres 
to the light-reflecting support surface by covalent 
10 bonding. 

8. A support according to claim 7, characterized in 
that the nucleic acid strand is covalently bound to the 
reflecting support surface through a polysaccharide 
intermediate layer (5) . 
15 9, A support according to claim 7 or 8, 

characterized in that the support body (1) has on its 
light-reflecting surface a silicon dioxide or aluminum 
oxide layer (2), on which a layer (3) of functional 
silicon hydride is located, to which the nucleic acid 

2 0 strand is covalently bound. 

10- A support according to claim 9. characterized in 
that the silicon hydride has amino or epoxy groups as 
functional groups, 

11. A method for producing a support according to 
25 claim 7, characterized in that a silicon hydride having a 
functional group is distilled onto the reflecting surface 
of the support (1) , that a polysaccaride layer if applied 
from an aqueous solution onto the activated silicon 
hydride layer by incubation and that subsequently the 

3 0 nucleic acid strand is incubated thereupon from a buffer 

solution in which the pure nucleic acid is dissolved. 
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@ Verfahren und Trfiger zur Sequenzanalyse von Nudefns&uren. 

@ Ein Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsauren, 
bei dem die zu untersuchende flussige Probe, welche 
denaturierte Nucleinsaure aufweist, mit einer Hchtreflek- 
tierenden TrSgeroberflache in Beruhrung gebracht wird, die 
einen an dieser Oberflfiche chemisch gebundenen Nuclein- 
sSurestrang mit bestimmter Sequenz aufweist, wobei sich 
komplementfire Sequenzen der in der Probe befindlichen 
denaturierten NucleinsSure mit dem am Trager fixierten 
Nucleinsfiurestrang durch Hybridisierung vereinigen, und 
das Dickenwachstum der sich dabei auf derTrageroberflache 
bildenden organischen Schicht durch VergleichselHp- 
sometriemessung oder Anderung der Interferenzer- 
scheinungen an der doppelschichtig ausgebtldeten reflek- 
tierenden OberflSche ermittelt wird. 
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Verfahren zur Sequenzanalyse von Nuclelnsauren, Ins^ e sondere der Desoxy- 
ribonuclelnsaure (DNA) und der Ribonucleinsaure (RNA). sowie TrHger zur 
Durchfllhrunq des Verfahrens und Verfahren zur Hers tell ung des TrHgers 

5 Desoxyribonucleinsaure (DNA) ist ein doppelstra'nglges MolekUl mit zwe1 kom- 
plementSren Ketten aus den vier Nucleotldbasen Adenin, Cytosln, Guanin 
und Thymin. Die belden Strange der DNA sind iiber Wasserstoffbriickenverblndun- 
gen miteinander verknlipft, wobei sich bestimmte Basenpaare, namllch Adenin- 
Thymin und Cytosin-Guanin zusammenfinden. Die der DNA verwandte RNA enthalt 
10 Ribose statt Desoxyribose und Uracil- statt Thyminresten, Die spezielle 
DNA-Verknlipfung zu zwei komplementaren Ketten fuhrt zu dem genetischen 
DNA-Code, welcher die genetische Information in alien lebeadjen Zellen, 
insbesondere der Chromosomen, darstellt. Bekannte Sequenzen von DNA oder 
RNA kbnnen in der Biotechnologie zur Darstellung der Sequenzen von unbekann- 
15 tern genetischen Material oder zu Diagnosezwecken zur Identif izierung geneti- 
schen Materials aus Viren und Bakterien verwendet werden. Herkorranliche 
Verfahren zur Bestimmung von DNA- oder RNA-Hybridisierung beru-hen auf der 
Bindung von radioaktiv oder enzymatisch markierten DNA- od^er RM-Sequenzeh 
an komplementarem, einstrangigem DNA oder RNA oiid nacftfolgend^r Erfassung 
20 der Markierung. Als feste Phasen werden in den meisten Fallen Cellulose 
Oder andere Polysaccharide zur Immobilisierung v©n DMA verwendet md wirken 
als Rezeptoren fiir die markierte DNA- Sonde. 



Hierzu ist es beispielsWeise bekannt, (E. M. Southerrv, J. Mol. Biol,, 98, 
25 503, 1975), Fragmente der DNA durch Elektrophorese in Agarosegel zu trennen 
und die getrennten Fragmente zu einzelnen Stran§en m dseciaturi^ren, welche 
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durch Diffusion auf Nitrocelluloseteile Ubertragen werden. Die getrennten 
Sequenzen werden dann identifizlert durch Inkubation radioaktiv raarkierter 
komplementarer Sequenzen, welche an ihre Targets gebunden werden. Das radio- 
aktlve Isotop wird dann lokalisiert durch Aktivierung einer photographi- 
5 schen Emulsion, Ferner ist bekannt (B, E. Noyes und G. R. Stark, Cell 5, 
301, 1975), zum gleichen Zweck die denaturierte DNA bzw. RNA kovalent an 
Cellulose mittels einer Diazobenzylgruppe zu binden. 

Sequenzen von DNA aus infektosen Mikroorganismen kbnnen als Sonden verwen- 
10 det werden zur Erfassung von eventuell vorhandener komplementarer DNA in 
Proben von Serum, Mark, Fakalstoffen oder dgl. zu Diagnosezwecken. Bislang 
werden hierzu radioaktiv Oder enzymatisch raarkierte Sonden, die bekannte 
Nuclei nsauresequenzen aufWeisen, verwendet. 

15Aufgabe der Erfindung ist es demgegeniiber, ein Verfahren zur Sequenzanalyse 
von Nuclei nsauren sowie einen hierruY verwendbaren Nachweistrager und ein 
Verfahren zur Herstellung dieses Tragers zu schaffen, bei welchen die Durch- 
fuhrung der Sequenzanalyse von Nucleinsauren mit unraarkierten Sonden durch- 
gefuhrt werden kann. 

20 

Diese Aufgabe wird gelost durch die kennzeichnenden Merkmale der Anspruche 
1, 7 und 13, wobei in den Unteranspriichen Weiterbi Idungen der Erfindung 
gekennzeichnet sind. 
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Aus der DE-OS 23 30 702 ist e1n Verfahren zum Nachweis spezifischer Proteine 
mit Hilfe eines an einen Trager gebundenen Antikorpers bekannt. Im Gegensatz 
dazu handelt es sich jedoch bei der Erfindung darum. da(3 eine zu untersuchen- 
de Nucleinsaure wahrend der Analyse auf einem festen Trager Immobilisiert 
5 wird, an den eine Nucleinsaure mit bekannter Sequenz chemisch gebunden ist 
und das Dickenwachstum der organischen Schicht gemessen wird. 

Hierzu wird denaturierte einstrangige DNA bzw. RNA kovalent gebunden auf 
einer lichtref lektierenden Oberflache des TrSgers, und dieser Trager wird 
lOals Nachweismedium mit der zu untersuchenden Probe, welche denaturierte 
Nucleinsaure aufweist, deren Sequenz zu analysieren ist, in Beriihrung ge- 
bracht. Komplementare denaturierte NucleinsSure in der Probe wird an der 
am Trager vorhandenen, eine bestimmte Sequenz aufweisende einstrangige 
Nucleinsaure gebunden, wodurch durch optische Messung das Dickenwachstum 

15 der sich dabei bildenden organischen Schicht, durch welche insbesondere 
die Reflexionseigenschaften der ref lektierenden Trageroberf lache verandert 
werden, nachweisbar ist. Dieser Nachweis kann dadurch erfolgen, daB Knderun- 
gen der Lichtpolarisation nach der Reflexion an der Trageroberf lache Oder 
Snderungen der Interferenzfarben ermittelt werden. Zur Oberwachung des 

20 Polarisationsverhaltens kann bevorzugt das in der europaischen Patentschrift 
19 088 bzw. in der US-PS 43 32 476 beschriebene el lipsometrische Verfahren 
sowie die dort beschriebene ell ipsometrische Vorrichtung zur Untersuchung 
der physikalischen Eigenschaften der Oberflache einer Probe verwendet werden. 
Fur den Nachweis der ^nderung der Interferenzfarben des an der Tragerober- 

25 f lache reflektierten Lichts infolge der aufgewachsenen organischen Schicht 
eignet sich ein Tragerkorper, auf dessen ref lektierender Oberflache eine 
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Doppelschicht, namlich eine Reflex1ons-Ant1ref lexionsschicht, vorhanden 
ist, auf welcher der Nucleinsaurestrang mil der bekannten Sequenz irmiobl- 
lisiert ist. Als derartiger Tragerkorper eignet sich insbesondere ein solcher, 
wie er in der DE-OS 32 15 484 beschrieben ist. 

5 

Ein geeigneter Tragerkorper, der bei der durchzurUhrenden Analyse mit der 
zu untersuchenden Probe als Nachweismedium in Berlihrung gebracht wird, besitzt 
bevorzugt eine Silicium- oder Aluminiumoberf Vache, auf der ein Silicium- 
wasserstoff-mit einer funktionellen Gruppe als Schicht auf gebracht ist. 
10 An dieser Si lei umwasserstoff schicht wird dann der NucleinsHurestrang mit 
der bekannten bzw- bestiimten Sequenz durch chemische Bindung, insbesondere 
kovalente Bindung, irranobilisiert. In vorteilhafter Weise kann noch eine 
Zwischenschicht aus einem Polysaccharid, insbesondere Dextran, zur Iimnobili- 
sierung der Nuclei nsaure auf gebracht werden. 

15 

Von Vorteil ist bei der Erfindung, daB die Nucleinsauresonden, welche die 
Nucleinsaure mit bekannter Eigenschaft, insbesondere Sequenz, enthalten, 
rJr den nachfolgenden Nachweis nicht mehr markiert werden miissen. Es konnen 
bei der Erfindung somit bekannte Proben mit unmarkierten Sonden untersucht 

20 werden. Der hierzu erforderliche Tragerkb'rper laBt sich einfach herstellen 
und besitzt einen einfachen Aufbau, Die Nachweisreaktion laBt sich in einfa- 
Cher Weise in einem Vergleichsellipsometer, wie es beispielsweise ini euro- 
paischen Patent 19 088 bzw. in der US-PS 43 32 475 beschrieben ist, durch- 
Tiihren. In dieser Vorrichtung lassen sich komplementare Sequenzen, die sich 

25 an dem auf dem Trager befindlichen Nucleinstrang gebildet haben, visuell 
sichtbar machen und damit nachweisen und bestiramen. Der Trager wird dabei 
in der bekannten ellipsometrischen Vorrichtung als Probe eingesetzt. Man 



- 5 - 



benotigt daher bei der Erfindung einen relativ geringen apparkiven Aufbau 
im Gegensatz zu den bislang bekannten Verfahren. ' - 

Die reflektierende Trageroberf lache besteht bevorzugt aus Stlielumdioxtd 
5 Oder Alumlniumoxid. Auf diese ist eine Schicht eiaes Siliciuniwasserstbff^ ^ 
aufgebracht, der eine funktionelle Endgruppe enthalt. HierfUr e^^^^ 
insbesondere eine Amino(NH2-)- Oder eine Epoxi'(dJ^-'cH-)^Gr*upp6;rDie Biriduh 
der Siliciumwasserstoffschicht aji. tfer reflektierend^h OberftHefti irfolgt 
spontan an Silanolgruppen bzw. ATuminiumhydroxylgruppenv .Ol« .d$k^^^ ' 
10 Nucleinsaure (DNA bzw. RNA) mit einer bestimmten bekan.ntert #«^ienUi^^^^ " 
folge werden chemisch, insbesondere kovalent, liber eine 0iaz6befizylgri/ppe^ 
direkt an die Si liciumwasserstoff schicht oder Uber eine Zwisch^sChit^ 
aus einem Polysaccharid, beispielsweise Dextran, gebunden. / 

15 Die Probe wird vor der Analyse denaturiert, be i spiels we is'e'.4n./&^^^^ 

hydroxid oder dgl. und anscHTieBend neutral isiert, md 'hd^if^X^d^ wi/d 
noch ein Hybridisierungspuffer zug^ben, diesMn luii^fliiteitsi^ij^^ 
same Verknupfung der kompTe^%|pen NircTeihsaurfiS'tra 
DNA- bzw. RNA-StrHnge ermpgli&htrDBker-^^ 

20 50 % Fomiamid, 0,015 M NatriiimGitrat»'0>1 % ■8i3tdfe(iy^^^^ 

diamintetraessigsaurfe) bzw.,derin Na-Salz, OM,%k}bimj^^^ 

sulfat bestehen. Die Verknupfung der k.omplemeMHfdn-tlafcH^^ ' 

Probe mit dem kovalent am Tra0.er 

im Anwachsen der Dicke der daty^i auf d«r Tra^^^^ 

25 schen Schicht. Nach SpuHen mit -eiwr K^^^^^ 

Bendem Trocknen la&t sich die Diijfe #r iuf^m^tM^m ■* 
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wie schon erwahnt, mit Hilfe der Vergleichsellipsometrle (US-PS 43 32 476 
Oder EP 19 088) oder durch Messung der Knderung der Interferenzf arben von 
aus Siliciumoxiden bestehenden Doppelschichten an ref lektierenden Tragerkor- 
pern, wie sie bei spiel sweise in der DE-OS 32 15 484 beschrieben sind, ennit- 
g teln bzw. messen. 

Im folgenden werden Ausfiihrungsbeispiele zur Herstellung eines Tragers, weT- 
cher als Nachweismedium bei der Sequenzanalyse von Nucleinsauren verwendet 
wird, im einzelnen beschrieben, Diese Trager besitzen eine lichtref lektieren- 
10 de Trageroberf lache, auf welcher die denaturierte ONA oder RNA durch kovalen- 
te Bindung aufgebracht ist. 

Beispiel 1 

15 Ein SiliciumpTattchen oder Glasplattchen bzw. -scheibchen, auf welches S111- 
ciuin Oder Aluminium beispielsweise durch Aufdampfen aufgebracht ist, wird in 
einem Exsikkator angeordnet, der mit einera EinlaBhahn und einoij AuslaBhahn 
versehen ist. Der Druck im Innern des Exsikkators wird auf etwa 10 im Hg 
verringert und die Temperatur auf 80° C gehalten. Ein Kolben, der Epoxysili- 

20 ciumwasserstoff enthalt, wird an den EinlaS des Exsikkators angeschlossen, 
und der EinlaBhahn am Exsikkator wird geoffnet, Der Si li ciumwasserstoff wird 
dabei auf der Oberflache des mit Silicium bzw. Aluminium beschichteten Silici- 
um- bzw- Glaskorpers durch Destination aufgebracht, wobei innerhalb von 
etwa zwei Stunden eine epoxy-aktivierte Oberflache entsteht. Die beschichte- 

25 ten Korper werden dann in eine Losung von 12 % 2-Aminotiophenol in Aceton 
eingetaucht und uber einen langeren Zeitraum, etwa 10 Stunden* in einem 
Inkubator aufbewahrt. AnschlieBend werden die beschichteten KbYper gewaschen 
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und bis zu ihrer weiteren Verwendung in Wasser aufbewahrt. Die beschichteten 
Kdrper warden dann in 1 M Salzsaure, welche 250 pg/ml Natriumnitrid aufweist, 
eine Stunde bei 4° C eingetaucht, gewaschen und in einer Feuchtekammer auf- 
bewahrt. Isolierte reine DNA wird in 25 mM Phosphatpuf fer geldst, auf 90*^ C 
5 erhitzt, ein dem vierfachen Volumen der vorhandenen Losung entsprechendes 
Volumen an Dimethylsulfoxid wird zugesetzt und im Zeitraum von etwa 10 Stunden 
tropfenweise auf die Schichtkorperoberf Tache aufgebracht und gezuchtet. 
Die pTattchenfbrmigen Schichtkdrper v/erden dann wieder gewaschen und in einer 
Lbsung .yon Albumin (10 pg/m1) in einem Phosphatpuff er durch Inkubation nach-. 
10 behandelt, urn die OberfVache fiir unspezif ische Adsorption zu inaktivieren. 

Beispiel 2 

Die Tragerpiattchen werden mit Epoxysiliciumwasserstoff oder Aminosilicium- 
15 wasserstoff wie im Beispiel 1 behandelt. AnschlieBend wird Dextran an die 
epoxy- bzw. aminoaktivierte OberfVache durch Inkubation in einer 20 %-Losung 
von Dextran in Wasser gebunden. Hierdurch entsteht ein 20 bis 40 K dicker 
Oberzug aus Dextran auf der OberfVache. AUernativ hierzu kann Dextran durch 
Inkubation mit 0,01 % Natriumperjodat bei pH 8,0, welches in einer Sepha- 
20 dex-G25-Saule entsalzt ist, auf der mit Aminosiliciumwasserstoff beschichteten 
OberfVache wahrend etwa 10 Stunden gezuchtet werden. Das gebundene Dextran 
wird dann stabilisiert durch Inkubation mit einer 0,1 %igen Natriumborhydrid- 
losung in 0,1 M Acetatpuffer bei pH 5,0. AnschlieBend wird 0,1 M Natrium- 
hydroxid (10 ml) und 1,4 Butandioldiglycidylether (1 ml) auf die platten- 
25 fdrmigen Tragerkbrper im Zeitraum von etwa 10 Stunden aufgebracht, und an- 
schlieBend wird ebenfalls in einem Zeitraum von etwa 10 Stunden 12 % 2-Amino- 
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thiophenol in Aceton den Tragerplattchen zugegeben. Die TrSgerplSttchen 
werden dann 1n Wasser aufbewahrt. Isolierte und relne DNA oder RNA wird dann 
nach einer Nitridbehandlung der Flatten wie im Beispiel 1 auf die TrSgerplStt- 
Chen aufgebracht. 

5 

Beispiel 3 

Die Tragerplattchen werden mit einer 20 bis 40 % dicken Schicht aus Dextran, 
wie im Beispiel 2 beschrieben, beschichtet. Die mit Dextran beschichteten 

10 Tragerplattchen werden dann zur Inkubation mit einer Losung aus 0,2 g Natrium- 
acetat in Wasser (10 ml), welches auch 1 g 1-{(ra-Nitrobenzj^loxy)methyl)pyri- 
diuniumchlorid behandelt, anschlieBend in einem Ofen bei 70° C getrocknet 
und dann bei 140° C wahrend etwa einer Stunde gebacken. Die Tragerplattchen 
werden dann zur Inkubation in einer 20 %igen Losung von Natriumdithionid 

15 behandelt und mit Wasser gewaschen. Ferner werden dann die Tragerplattchen 
in 1 M Salzsaure, welche 250 |jg/ml Natriumnitrid aufweist, etwa eine Stunde 
lang bei 4°C eingetaucht, gewaschen und in einer Befeuchtungskammer aufbe- 
wahrt. AbschlieBend wird dann isolierte, reine DNA bzw, RNA gelbst und durch 
Zuchtung, wie im Beispiel 1 beschrieben, auf die vorstehend behandelten 

20 Tragerplattchen aufgebracht. 

Im folgenden werden anhand der beiliegenden Figuren Ausfuhrungsbeispiele 
rdr bei der Sequenzanalyse von Nucleinsaure verwendbaren Tragern beschrieben. 

25 Bel den in den Figuren 1 bis 3 dargestel Iten Ausfiihrungsbei spiel en handelt 
es sich urn schematische Darstellungen der in Form von Plattchen ausgebildeten 
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Trager, wobei lediglich die Reihenfolge der Anordnung der einzelnen Schichten 
auf dem Grundkorper veranschaul icht werden soil, ohne daB die Verhaltnisse 
der Schichtdicken der dargestellten Schichtdicken den in der Praxis vorhan- 
denen MaBstaben entsprechen. 

5 

In der Fig. 1 befindet sich auf einem Tragergrundkdrper 1, der beispiels- 
weise aus Silicium oder Glas bestehen kann, eine Siliciumdioxidschicht 2, 
welche auch eine Aluminiumoxidschicht sein kann, die als ref lektierende Ober- 
flache wirkt. Auf dieser Schicht befindet sich eine Schicht 3 aus Silicium- 
10 wasserstoff mit funktionellen Epoxy- oder Aminogruppen. DarUber befindet 
sich die Schicht 4, in welcher die auf dem Tr'ager immobilisierte bzw. fixier- 
te einstrangige Nucleinsaure, beispielsweise DHA, vorhanden ist. 

Das Ausfiihrungsbei spiel des in der Fig. 2 dargestellten Tragers entspricht 
15 im wesentlichen dem in der Fig. 1 und unterscheidet sich demgegenuber ledig* 
lich dadurch, daB zwischen der Si liciumwasserstoffschicht 3 und der Schicht 
4 mit der fixierten denaturierten einstrangigen Nucleinsaure eine Polysaccha- 
ridschicht 5, insbesondere aus Dextran, angeordnet ist. 

20 Bei dem in der Fig, 3 dargestellten Ausfiihrungsbei spiel ist die reflektie- 
rende Oberflache zweischichtig ausgebildet, wobei die auf dem Grundkorper 1 
aufliegende erste Schicht 2* aus Siliciummonoxid und die zweite Schicht 2 
aus Siliciumdioxid besteht. Die Wirkungsweise dieser Doppelschicht 1st im 
einzelnen in der DE-OS 32 15 484 beschrieben. 
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Patentanspriiche: 

1* Verfahren zur Sequenzanalyse von Nucleinsaure, insbesondere der Des- 
oxyribonucleinsaure (DNA) oder Ribonucleinsaure (RNA), bei dem die zu 
untersuchende Nucleinsaure wahrend der Analyse auf einem festen Trager immo- 
bilisiert wird, dadurch gekennzeichnet^ daU die 
5 zu untersuchende fliissige Probe, welche denaturierte Nucleinsaure aufweist, 
mit einer lichtref lektierenden Oberflache des Tragers, an den ein Nuclein- 
s'aurestrang mit bestimmter Sequenz chemisch gebunden ist, "in Beruhrung 
gebracht wird, wobei sich komplementare Sequenzen der in der Probe vor- 
handenen denaturierten Nucleinsaure mit dem an der Trageroberf lache 
10 vorhandenen Nuclei nsaurestrang durch Hybridisierung vereinigen, und daB 
das Dickenwachstum der sich dabei auf der Trageroberf lache bildenden 
organischen Schicht optisch bestiimit wird, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
15 net, daB das Dickenwachstum aus den Snderungen der Ref lexionseigen- 

schaften der ref lektierenden Trageroberf lache bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 

n e t , daB das Dickenwachstum durch ellipsometrische Messung bestiiwnt 
20 wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum durch Interferenzmessung bestimmt wird. 
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5, Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum durch Vergleichsellipsometriemessung be- 
st immt wird. 

5 6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB das Dickenwachstum aus Interferenzanderungen bei der Reflexion 
von Licht an einer ref lektierenden Oberflache, die eine aus Siliciumoxid 
und Siliciumdioxid bestehende Doppelschicht aufweist, bestinmit wird. 

10 7. Trager zur Durchfiihrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Tragerober- 
fl'ache lichtreflektierend ausgebildet ist, und der eine bestimmte Sequenz 
aufweisende Nucleinsaurestrang durch chemische Bindung an der TrageroU^- 
fVache haftet, 

15 

8. Trager nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Nucleinsaurestrang durch kovalente Bindung an der Trageroberf lache 
haftet. 

20 9, Trager nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB der Tragerkorper aus Silicium oder Glas besteht. 

10. Trager nach einem der Anspriiche 7 bis 9, d a d u r c h g e - 
kennzeichnet, daB der Tragerkorper an seiner lichtref lektie- 
25 renden Oberflache eine Siliciumdioxid- oder Aluminiumoxidschicht auf- 
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weist, auf der eine Schicht aus funktlonellem Slllclumwasserstoff sich 
befindet, an welchem der NucleinsHurestrang kovalent gebunden ist, 

11. TrSger nach einem der Anspruche 7 bis 10, d a d u r c h g e - 
Skennzeichnet, daBder NucleinsSurestrang Uber eine Poly- 

saccharidzwischenschicht an der reflektierenden Trageroberf ISche kova- 
lent gebunden ist. 

12. Trager nach Anspruch 10, dadurch ge.kennzelch- 

10 n e t , da3 der Siliciumwasserstoff als funktionelle Gruppen Amino- oder 
Epoxygruppen aufweist. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Tragers nach Anspruch 7, d a - 
durch gekennzeichnet, daB ein eine funktionelle Gruppe 

15 aufwei sender Siliciumwasserstoff auf die ref lektierende Oberflache des 
Tragers aufdestilliert wird und anschlieBend darauf der Nucleinsaurestrang 
aus einer Pufferlosung, in welcher die reine Nucleinsaure gelost ist, 
geziichtet wird. 

20 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeich- 
n e t , daB vor dan Aufbringen des Nuclei nsaurestrangs auf die aktivier- 
te Siliciumwasserstoffschicht durch ZUchtung aus einer waBrigen Losung 
eine Polysaccharidschicht aufgebracht wird. 
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